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また、GABABR1サブユニット安定発現細胞株を樹立し、骨芽細胞分化およ
び成熟化に対する影響を検討した。その結果、GABABR1安定発現細胞におい
ては、培養日数の経過とともに、対照群と比べてＡＬＰ活性およびＣａ蓄積量の
有意な低下が認められた。一方で、GABABR1安定発現株細胞の増殖能におい
ては、対照群と比べて有意な変化は認められなかった。また、GABABR1安定
発現細胞における各種骨形成マーカーの発現についてノーザンブロッテイング
法により解析した結果、培養１４日目から２８日目にかけて、GABABR1安定発
現細胞においてtypelcollagen､osteopontmおよびosteocalcinのｍＲＮＡ発現
が有意に抑制された。また、osterixおよびＡＴＦ４のｍＲＮＡ発現は培養７日目
から２８日目の培養期間を対照群におけるｍＲＮＡ発現に比べて著しく抑制され
た。一方でＲｍⅨ２発現は、培養２１日目以降のGABABR1安定発現細胞株で
ｍＲＮＡ発現の低下が認められた。GABABRに関するこれまでの結果より、骨芽
細胞においてはGABABR1サブユニットの発現が認められ、GABABRアゴニス
ト添加によって骨基質産生が抑制されること、また、GABABR1サブユニット
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の発現は、骨芽細胞に発現する転写因子の発現を介して骨形成を抑制する事実
が明らかとなった。
次にラット新生児由来初代骨芽細胞を用いたトランスポーター解析では、
[3H]GABAを用いた取り込み活性測定を行うとともに、各種阻害剤を用いて
[3H]GABA取り込みの薬理学的性質について検討した。ラット由来初代骨芽細
胞においては､ＧＡＢＡトランスポーターについて､ＧＡⅢL1,ＧAＴ２およびＧＡＰ３
いずれのサブタイプｍＲＮＡ発現も認められなかったのに対して、BGT１サブタ
イプのｍＲＮＡ発現がみとめられた。また、ＢｑｌＬ１のｍＲＮＡ発現は骨芽細胞の
培養日数に従って増加することが明らかとなった｡培養７日目の骨芽細胞では、
Na+およびＣｌイオン依存性の温度依存性[3HlGABA取り込みが観察された。こ
の[3H]ＧＡＢＡ取り込み活性は､Hanes-Woolfplot解析の結果､Ｋｍ値が７８９６士
9.011Ｍ、またＶｍａｘ値が４．４士０．１mol/ｍin/mgproteinとそれぞれ算出され
た。また、ＧＡＢＡトランスポーター各種阻害剤を用いた薬理学的解析の結果、
骨芽細胞における[3H］ＧＡＢＡ取り込みは、taurine（IC5o＝４４６士９．０１Ｍ、
l3-alamne(IC5o＝４５．７士７．５ILM）で強い阻害効果が認められ、また、mpecotic
acid(IC5o＝1.7士０．４，Ｍ)andL-DABA(IC5o＝４１士Ｏ７ｍＭ)によっても阻害さ
れた。しかしながら、L-promneおよびbetaineは、何れも[3H]GABA取り込み
活`性に著名な影響を与えなかった。ラット初代培養骨芽細胞においては、ＧＡＢＡ
を基質として取り込むtaurineトランスポーター(I1au1DのｍＲＮＡ発現が認め
られたが、骨芽細胞におけるＥｌｕＴのｍＲＮＡ発現は骨芽細胞の培養日数によっ
て変化しなかった。また、ラット初代培養骨芽細胞を高浸透圧条件下で培養す
ると、培養２８日目の細胞において、著しい[3ＨｌＧＡＢＡ取り込み活性の増加が
観察された。このとき、ＢＧＴ１ｍＲＮＡ発現は有意に増加したが､ＢＬｕＴｍＲＮＡ
発現には変化が認められなかった｡以上のことより、骨芽細胞に発現するＢＧＴ１
は浸透圧応答`性のトランスポーターであり、骨芽細胞の浸透圧調節に特定の役
割を果たす可能性が考えられた。
糖尿病`性骨粗議症のinvitroモデルとして、高グルコース条件下で骨芽細胞
を培養する細胞系が考えられている。この様な細胞を用いて、［3H]ＧＡＢＡ取り
込み活性を測定した結果、高グルコース条件下で７日間培養した骨芽細胞にお
いては、［3ＨｌＧＡＢＡ取り込み活`性に有意な差は認められなかったが、１４日間高
濃度のグルコースを添加して培養した骨芽細胞については、対照群および浸透
圧対照群に比して、［3H]ＧＡＢＡ取り込み活`性の有意な増加が認められた。同様
の条件下で培養した骨芽細胞を用いて、［3H]G1utamate(G1u)活性の測定を行っ
た結果、［3H]GABA取り込みとは異なり、［3Ｈ]Ｇ１ｕ取り込み活性は培養７日目
および１４口目の何れの骨芽細胞においても、高グルコースによる変化を示さな
かった。また、高グルコース条件下で培養した骨芽細胞における[3Ｈ]ＧＡＢＡ取
●
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り込み活性のＫｍ値にほとんど変化は認められなかったが、Ｖｍａｘ値の有意な
増加がみとめられた｡ＢｄｌＬ１ｍＲＮＡについて半定量ＲＴＰＣＲにより検討した結
果、培養１４日目のＢＧＴｍｍＲＮＡ発現はグルコース添加では有意な変化がみと
められなかった。この様に初代骨芽細胞に存在するＧＡＢＡ取り込みは,グルコー
ス存在下で選択的に冗進し、糖尿病`性骨粗霜症の病態に深く関与する可能性が
考えられる。
以上の結果より、培養骨芽細胞に発現するＧＡＢＡシグナル分子、GABABR1
およびＢＧＴ１が骨芽細胞における基質産生の調節を介して骨芽細胞機能に特定
の役割を果たす可能性が考えられる。
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学位論文審査結果の要旨
本研究では、脳内神経伝達物質であるγ－アミノ酪酸（GABA）シグナル伝達関連分子の骨関節系細胞に
おける機能的発現の可能性を検討した。
ラット初代培養骨芽細胞には、メタポトロピック型のGABABレセプター（GABABR）を構成するGABABR
１ａおよび１ｂの両サブュニット発現が、ｍＲＮＡおよび蛋白質レベルで確認されたが、GABABR2サブユ
ニットｍＲＮＡの発現は認められなかった。しかしながら、細胞内ｃＡＭＰ濃度測定の結果、GABABRアゴニ
ストのbaclofenは、fbrskolin刺激誘導性ｃＡＭＰ生成を有意に抑制し、この抑制効果はアンタゴニストの
a-hydroXysaclofen同時添加により阻害された。GABABRアゴニスト存在下で長期間培養した骨芽細胞で
は、骨形成マーカーであるアルカリフオスファターゼ活性、および骨芽細胞成熟化マーカーのＣａ蓄積量が、
baclofen濃度依存的にともに著しく抑制された。また、ノーザンブロッティング解析の結果、baclofenの持
続添加により、細胞分化の必須因子であるＲｕｎｘ２や、骨基質蛋白であるosteopontinのｍＲＮＡ発現の低下
が認められた。次いで、ＧＡＢＡトランスポーターの解析を行ったところ、骨芽細胞には４種類のGABAトラ
ンスポーターのうち、ＢＧＴ１サブタイプの発現が認められるとともに、Ｎａ+およびＣｌ~イオン依存性および
温度依存性を示す［3H］ＧＡＢＡ取り込み活性が検出された。糖尿病性骨減少症のinvitroモデルとして、高
グルコース条件下で骨芽細胞を培養したところ、［3H］ＧＡＢＡ取り込み活性の有意な増加が認められた。し
たがって、培養骨芽細胞に発現するＧＡＢＡシグナル伝達関連分子が、骨芽細胞機能に特定の役割を果たす可
能性が考えられる。
以上の研究成績は、骨芽細胞におけるＧＡＢＡシグナル伝達系発現に関する世界初の発見であるとともに、
各種骨関節系疾患の発症機序解明を通じて、その予防あるいは治療創薬戦略の展開が期待される点で高く評
価されるので、論文審査委員会は本論文が博士（薬学）に値すると判断する。
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